人凝血因子Ⅸ（FⅨ）基因突变可引起血循环中FⅨ活性（FⅨ∶C）降低，导致血友病B。重型血友病B患者的FⅨ∶C\<1%，常伴有关节畸形及早亡[@b1]--[@b2]。将FⅨ∶C提高到5％可以使患者的病情得到很大缓解[@b3]。对血友病B突变数据库（<http://www.kcl.ac.uk>）登记的突变序列分析显示，FⅨ缺陷主要由F9基因发生错义、无义、删除或插入突变导致[@b4]，其中无义突变的频率超过10%。无义突变产生了提前终止密码子（premature termination codon, PTC），导致合成缺失C端的截短型蛋白，这种截短型的蛋白可能缺失功能或具有严重的负显性功能[@b5]--[@b6]。生物体为了避免这种异常的截短型蛋白的合成，存在一种mRNA监测机制，被称为无义介导的mRNA降解（nonsense-mediated mRNA decay, NMD）途径[@b7]。NMD能够识别含有PTC的mRNA，并在UPF1、SMG1等因子的作用下将这种异常的mRNA降解[@b8]。

microRNA是一类小的（约23 bp）非编码RNA分子，能够结合到靶基因3′非编码区（untranslated region，UTR），进而下调靶基因的表达[@b9]--[@b10]。有报道称microRNA128能够通过下调NMD关键因子UPF1的表达从而抑制NMD途径[@b11]。我们在前期研究中也发现microRNA125能够通过下调另一个NMD蛋白SMG1的表达而抑制NMD途径[@b12]。本研究通过构建人FⅨ小基因（Mini-hF9）及若干无义突变体，探讨PTC的位置在NMD途径发生中的作用，同时研究NMD抑制物microRNA125对无义突变的F9基因表达的影响并探讨其分子机制。

材料与方法 {#s1}
==========

1．菌种、细胞、质粒E.coli DH5α、人胚肾细胞HEK293T、人宫颈癌细胞Hela、质粒pcDNA3.1（−）均由山西医科大学第二医院血液科实验室保存。

2．主要试剂：质粒小提试剂盒、胶回收试剂盒购自美国Omega公司；转染试剂Attractene Transfection Reagent购自德国Qiagen公司；高保真酶TranFast Pfu购自北京全世金公司；限制性内切酶、T4 DNA连接酶购自加拿大Fermentas公司；定点突变引物和实时荧光定量PCR (q-PCR）引物由日本TaKaRa公司合成；microRNA125模拟物由江苏百奥迈科公司合成；DMEM高糖培养液购自美国HyClone公司；胎牛血清购自杭州四季青公司；总RNA提取试剂、反转录试剂盒和q-PCR试剂盒SYBR Premix Ex Taq™均购自日本TaKaRa公司；放线菌酮（CHX）购自美国Sigma公司。

3\. Mini-hF9的设计、构建及鉴定：在哺乳动物细胞中，内含子的存在对于NMD途径的发生往往起到重要作用。包含全部内含子的人F9基因全长达到32.7 kb，对其进行实验操作非常不便。我们设计了含有部分内含子的Mini-hF9基因，该基因包括三个部分：外显子1＋部分内含子1 (673 bp）、部分内含子5＋外显子6＋部分内含子6 (2 115 bp）、部分内含子6＋外显子7＋外显子8 (1 553 bp）。利用PCR技术从正常人基因组中分别扩增上述三个片段，PCR产物纯化后用合适的限制性内切酶双酶切，经胶回收后与哺乳动物表达载体pcDNA3.1（−）连接，连接产物转化大肠杆菌DH5α，涂布培养，待平板长出菌落，挑取克隆过夜培养后提取质粒，经PCR、酶切及测序鉴定，该重组质粒命名为pCMV-MH-Mini-hF9。将构建好的重组质粒分别转染Hela细胞和HEK293T细胞24 h后，提取总RNA，反转录成cDNA，PCR检测全长大小，并通过DNA测序进行验证。

4\. Mini-hF9基因无义突变体的构建及鉴定：根据血友病B突变数据库中登记的突变位点，我们选择了F9基因外显子7 (115 bp）上的3个无义突变位点：nt 34 G\>T、nt 52 G\>T和nt 85 G\>T。针对上述3个位点，分别设计3对突变引物，以质粒pCMV-MH-Mini-hF9为模板使用高保真酶TranFast Pfu进行PCR，产物经Dpn Ⅰ消化模板后转化大肠杆菌DH5α，涂布培养待平板长出菌落，挑取克隆过夜培养后提取质粒，进行DNA测序验证。上述3个无义突变体分别命名为M1 (nt 34 G\>T in Exon 7）、M2（nt 52 G\>T in Exon 7）和M3（nt 85 G\>T in Exon 7）。

5．哺乳动物细胞的培养与转染：哺乳动物细胞HEK293T使用含终浓度10％胎牛血清的DMEM高糖培养液在37 °C、5% CO~2~、饱和湿度条件下培养。在1.5 ml无菌离心管中按下述步骤配制质粒与转染试剂Attractene Transfection Reagent混合液，用于转染12孔板内培养的细胞：①取0.8 µg质粒溶于80 µl不含血清及抗生素的DMEM培养液中；②添加3 µl Attractene Transfection Reagent，混匀后室温静置10\~15 min；③将上述混合液添加至12孔板内与培养液中混匀；④放置培养箱中继续培养24\~48 h后收集细胞用于后续实验。

microRNA模拟物与质粒的共转染方法基本同上，只需在步骤①中将0.8 µg质粒与12 pmol microRNA模拟物共同溶于80 µl不含血清及抗生素的DMEM培养液中。

6\. Mini-hF9基因及其无义突变体mRNA的q-PCR分析：提取细胞总RNA，反转录成cDNA，以Neo基因为内参，采用ΔΔCT法进行q-PCR检测，荧光定量PCR仪为ABI StepOne Plus。反应体系及程序设置参照文献[@b4]。用于检测Mini-hF9的引物为：5′-GTTAAAATTACAGTTGTCGAGGTGAA-3′和5′-TCCAGTTCCAGAAGGGCAATGT-3′。检测Neo基因的引物为5′-ATTCGACCACCAAGCGAAACA-3′和5′-CCTTGAGCCTGGCGAACAGTT-3′。

7\. CHX处理实验：CHX是一种真核细胞蛋白质翻译抑制剂。NMD途径依赖于蛋白质的首轮翻译，故CHX能够通过抑制蛋白质翻译起到抑制NMD的作用[@b13]。12孔培养板中培养的细胞分别转染Mini-hF9基因及其无义突变体48 h后，培养液中加入CHX（终浓度为100 µg/ml），继续培养2 h后，提取总RNA，进行q-PCR分析。

8\. microRNA125对无义突变的Mini-hF9基因mRNA表达水平的影响：microRNA125包括miR-125a和miR-125b两种（5′端种子结合序列相同、3′端延伸区不同）[@b12]。12孔培养板中培养的HEK293T细胞在对数生长期共转染无义突变体质粒与microRNA125模拟物（miR-125b模拟物或阴性对照），转染48 h后，q-PCR分析Mini-hF9基因mRNA表达水平。

9．统计学处理：应用SigmaPlot10.0软件进行数据分析。数据比较采用*t*检验，以*P*\<0.05为差异具有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1\. Mini-hF9及其无义突变体的鉴定：构建好的含有Mini-hF9的真核表达质粒pCMV-MH-Mini-hF9经PCR及酶切鉴定成功。通过DNA测序分析证明该小基因构建成功。将该重组质粒分别转染Hela细胞和HEK293T细胞24 h后，提取总RNA，RT-PCR检测发现，PCR扩增条带接近1 000 bp（[图1](#figure1){ref-type="fig"}），根据相对分子质量推断，Mini-hF9基因在细胞中转录后得到正确剪接，包含该小基因的全部外显子，该推断被DNA测序证实。

![Hela细胞（A）和HEK293T细胞（B）中转染人凝血因子Ⅸ小基因（Mini-hF9）后的RT-PCR分析\
M：Marker；1：转染空载体；2：转染重组质粒pCMV-MH-Mini-hF9](cjh-37-05-388-g001){#figure1}

利用PCR定点突变技术得到的3个无义突变体M1 (nt 34 G\>T in Exon 7）、M2 (nt 52 G\>T in Exon 7）和M3（nt 85 G\>T in Exon 7），经DNA测序分析（[图2](#figure2){ref-type="fig"}），证明突变体构建成功。

![Mini-hF9基因突变体质粒与野生型质粒的DNA测序图（箭头所示为突变位点）](cjh-37-05-388-g002){#figure2}

2\. Mini-hF9基因及其无义突变体mRNA表达水平的q-PCR分析结果：HEK293T细胞中分别转染Mini-hF9基因及其无义突变体48 h后，利用q-PCR分析Mini-hF9基因mRNA表达水平。结果显示M1突变体mRNA表达水平为野生型的14.1%（*t*=15.464，*P*=0.004）。M2突变体mRNA表达水平为野生型的22.4%（*t*=15.755，*P*=0.004）。M3突变体mRNA表达水平与野生型差异无统计学意义（*t*=1.028，*P*=0.412），表明该无义突变不会引发NMD。

3\. CHX处理实验结果：HEK293T细胞分别转染Mini-hF9基因及其无义突变体48 h后，用终浓度100 µg/ml的CHX处理细胞2 h，利用q-PCR分析Mini-hF9基因mRNA表达水平。结果显示CHX处理M1突变体后，其mRNA表达水平为对照组（不用CHX处理）的5.66倍（*t*=−30.838，*P*=0.001）；CHX处理M2突变体后，其mRNA表达水平为对照组（不用CHX处理）的6.04倍（*t*=−69.693，*P*\<0.001）。由此可见，用CHX处理细胞抑制蛋白质合成后，通过对NMD途径的抑制，使得M1和M2突变体中Mini-hF9基因mRNA表达水平明显升高，提示在M1和M2突变体中发生了NMD。

4\. microRNA125对无义突变的Mini-hF9基因mRNA表达水平的影响：HEK293T细胞中共转染无义突变体与miR-125a模拟物（miR-125b模拟物或阴性对照）48 h后，利用q-PCR分析Mini-hF9基因mRNA表达水平。结果显示，在M1突变体中，分别转染miR-125a模拟物和miR-125b模拟物后，Mini-hF9基因mRNA表达水平为转染阴性对照的1.70倍（*t*=−4.883，*P*=0.039）和2.40倍（*t*=−17.537，*P*=0.003）。在M2突变体中，分别转染miR-125a模拟物和miR-125b模拟物后，Mini-hF9 mRNA表达水平为转染阴性对照的2.02倍（*t*=−19.264，*P*=0.003）和2.07倍（*t*=−9.158，*P*=0.012）。上述结果表明，microRNA125（包括miR-125a和miR-125b）能够通过抑制NMD途径而上调无义突变的Mini-hF9基因mRNA表达水平。

讨论 {#s3}
====

基因的表达包括mRNA的转录、成熟、翻译及降解等一系列相互联系的步骤。生物体中存在多种调控机制来保证基因表达的准确性，NMD途径作为一种调控机制，能够识别并降解含有PTC的mRNA，从而避免缺失C端的截短型蛋白的合成。在哺乳动物细胞中，当PTC位于最后一个外显子-外显子拼接处上游不足55 bp时，不能有效触发NMD，这被称为"\~55 bp规则"。当核糖体运行到距离外显子-外显子拼接处很近的PTC位置时，由于空间位阻效应，核糖体将结合在该拼接处的外显子拼接复合体（exon junction complex，EJC）移除，从而导致NMD途径的触发失败（PTC下游的EJC对于NMD途径的触发具有重要作用）[@b14]。我们构建的3个无义突变中，M1和M2的PTC距离最后一个外显子-外显子拼接处\>60 bp，能够触发NMD；而M3突变体的PTC距离最后一个外显子-外显子拼接处\<30 bp，不能触发NMD。然而也有研究者发现多种能够被NMD的mRNA并不遵守"\~55 bp规则"，认为长的3′-UTR（untranslated region）亦能触发NMD[@b8]。

虽然NMD能够清除这些含有PTC的异常mRNA，但是还有很多疾病的发生是由于无义突变或移码突变所导致，这个频率甚至达到了30%[@b8],[@b15]。近年来许多遗传性疾病都被检测是否由于能够触发NMD的突变所导致，这是因为相比其他类型的突变，无义突变所导致的疾病的治疗策略更容易设计[@b16]。值得注意的是，基于PTC通读治疗，只要能够达到正常蛋白水平的1%\~5%，就可以显著缓解或消除PTC相关疾病（例如囊性纤维化病和Hurler综合征）的症状[@b8]。因此，揭示无义突变导致的遗传性疾病的分子机制显得尤为重要。

PTC124作为一种促基因通读药物，已经被用于无义突变相关遗传疾病的治疗试验[@b17]--[@b18]。这个小分子化合物具有低细胞毒性、有效识别PTC而不识别正常的终止密码子等多种优点。microRNA是一类小的非编码RNA分子，参与调节基因的表达调控。microRNA能够靶向结合并调节特异的基因转录本，因此被认为具有潜在的药用价值。我们证实了在无义突变体M1和M2中，microRNA125能够通过抑制NMD从而上调含有PTC的F9基因mRNA表达水平。因此，我们提出了一种新的治疗无义突变相关疾病的思路：应用microRNA125和PTC124等促基因通读药物共同处理细胞，在提高含有PTC的mRNA水平的基础上得到更多的通读的全长蛋白。
